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Resumo – O objetivo deste trabalho foi avaliar a dispersão de pólen
transgênico em soja. Plantas transgênicas de soja contendo os genes
ahas, para tolerância ao herbicida imazapyr, e uidA (GUS), foram
cultivadas com plantas não-transgênicas. A dispersão do pólen
transgênico foi avaliada pela presença de ambos os genes dominantes
na progênie de plantas não-transgênicas. A maior freqüência de disse-
minação de pólen transgênico foi observada na primeira linha, distante
0,5 m da parcela central (0,44% a 0,45%). Esta freqüência foi reduzida
drasticamente na linha 2 (0,04% a 0,14%), atingindo 0 na linha 13, a
6,5 m da parcela central.
Termos para indexação: Glycine max, planta transgênica, polinização,
fluxo gênico.
Gene flow in transgenic soybean in the Cerrado region, Brazil
Abstract – The objective of this work was to evaluate pollen dispersal
from transgenic to non-transgenic soybean plants. Non-transgenic
soybean plants were cultivated surrounding transgenic soybean plants
carrying the ahas (for herbicide tolerance against imazapyr) and gus
genes. Pollen dispersal was evaluated by the presence of both domi-
nant genes in the progenies of non-transgenic plants. The highest
amount of transgenic pollen dissemination was observed in the first
row, 0.5m distant from the central plot (0.44% to 0.45%). The fre-
quency of pollen dispersion has drastically decreased in the row 2
(0.04% to 0.14%), reaching zero by the row 13, which was 6.5 m
distant from the central plot.
Index terms: Glycine max, transgenic plants, pollination, gene flow.
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A produção de plantas transgênicas é uma realidade e tem sido liderada
pelos Estados Unidos da América (68% da área plantada no mundo), segui-
dos por Argentina (22%), Canadá (6%) e China (3%), onde diferentes produ-
tos têm sido aprovados e comercializados (James, 2001), inclusive a soja.
O Brasil é o segundo produtor mundial de soja, com 41,9 milhões de tone-
ladas, em uma área cultivada de 13,32 milhões de hectares na safra de 2001/
2002, com uma previsão de produção de 52,2 milhões de toneladas em uma
área cultivada de 18,53 milhões de hectares na safra de 2002/2003 (Companhia
Nacional de Abastecimento, 2003).
Questões referentes à biossegurança têm sido discutidas, incluindo o flu-
xo gênico via pólen (Rogers & Parkes, 1995; Llewellyn & Fitt, 1996; Ray et al.,
2003). Produtores brasileiros têm questionado a possibilidade dos plantios de
soja não-transgênica serem polinizados por cultivares de soja transgênica.
Além disso, não se conhece o impacto da polinização cruzada entre cultivares
transgênicas e não-transgênicas nos ensaios de melhoramento.
A soja é uma planta de autofecundação (Ahrent & Caviness, 1994).
A polinização ocorre quando o estigma está receptivo e as anteras deiscentes
liberam o pólen, antes da abertura das flores. A polinização cruzada em soja
está em torno de 1% (Sediyama et al., 1970; Vernetti et al., 1972; Poehlman,
1987; Borém, 1999). Ahrent & Caviness (1994) demonstraram que a freqüência
de polinização cruzada pode chegar a 2,5% em algumas cultivares. Insetos,
especialmente da ordem Hymenoptera, podem atuar como polinizadores (Beard
& Knowees, 1971; Erickson et al., 1978).
Durante o processo de análise dos pedidos relativos à liberação de plantas
transgênicas em condições de campo, as agências de regulamentação geral-
mente especificam distâncias de isolamento entre plantas da mesma espécie.
Conseqüentemente, visando à manutenção da pureza das sementes, é impor-
tante determinar a distância máxima em que o fluxo gênico pode ocorrer de
forma significativa. Estudos têm sido realizados com a finalidade de determi-
nar as freqüências de polinização cruzada entre plantas transgênicas e não-
transgênicas em batata (Conner & Dale, 1996), canola (Scheffler et al., 1993) e
algodão (Umbeck et al., 1991; Llewellyn & Fitt, 1996; Shen et al., 2001).
O objetivo deste trabalho foi avaliar a dispersão de pólen transgênico
em soja.
O experimento foi realizado no campo experimental da Embrapa-Centro de
Pesquisa Agropecuária dos Cerrados (CPAC), Planaltina, DF (15°31'53" S,
47º42'30" W; 970 m de altitude).
As plantas de soja transgênicas utilizadas no experimento foram derivadas
de uma única planta transgênica de soja, linhagem 8/19, desenvolvida no
Laboratório de Expressão de Genes da Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa
de Recursos Genéticos e Biotecnologia (Aragão et al., 2000). Esta linhagem
contém uma cópia do plasmídeo pAG1 que contém o gene ahas, isolado de
Arabidopsis thaliana, sob controle do promotor do gene ahas, e o gene uidA
sob controle do promotor da actina de A. thaliana (Aragão et al., 2000).
As plantas transgênicas utilizadas estavam em homozigose para ambos os
genes ahas e uidA. Plantas de soja não-transgênicas, cultivar BR-16, foram
utilizadas como controle.
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O experimento era composto por nove parcelas que ocupavam uma área
total de 640 m2. A parcela central consistia de linhas de 5 e 8 m, com espaços
de 0,5 m, intercaladas com plantas transgênicas e não-transgênicas (Figura 1).
Sementes transgênicas e não-transgênicas foram semeadas em dezembro de
2000 (20 plantas/m). Todas as sementes produzidas pelas plantas não-
transgênicas foram coletadas manualmente e semeadas no mês de maio de
2001 na Embrapa-CPAC. Quando as plantas atingiram o estágio da primeira
folha trifoliolada, um disco foliar foi coletado para as análises da expressão do
gene uidA. Na determinação da tolerância das plantas em relação ao gene
dominante de seleção ahas, todas as plantas foram pulverizadas ao atingirem
o estágio de quarta folha trifoliolada com o herbicida imazapyr na concentra-
ção de 100 g ha-1. Todas as plantas tolerantes foram analisadas por meio de
PCR quanto à presença do gene ahas. O experimento foi realizado de acordo
com a lei brasileira de biossegurança e com aprovação da Comissão Técnica
Nacional de Biossegurança (CTNBIO), autorização número 01200.001780/2000-20.
Todas as plantas tolerantes ao herbicida e 1.000 plantas sensíveis foram
analisadas objetivando detectar a expressão do gene uidA em ensaio
histoquímico. Tecidos foram analisados visando a localização in situ da ativi-
dade de GUS de acordo com Jefferson et al. (1987). Na análise de PCR, foi
isolado o DNA total de discos foliares pelo método de Edwards et al. (1991).
Cada reação de PCR foi realizada em 25 µL contendo 10 mM Tris-HCl (pH 8,4),
50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 160 µM de cada dNTP, 200 nM de cada
oligonucleotídeo, 2U de Taq polimerase e 20 ng de DNA genômico. A mistura
foi coberta com óleo mineral, desnaturada durante 5 min a 95oC em um
termociclador e amplificada durante 35 ciclos (95oC/1 min, 55oC/1 min,
72oC/1 min) com um ciclo final a 72oC durante sete minutos. A amostra foi
aplicada em um gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio e visualizado
Figura 1. Área experimental com as linhas de ocorrência da transferência dos genes
ahas e uidA da linhagem transgênica para a não-transgênica. Os pontos em vermelho
plotados sobre as linhas representam a ocorrência de polinização cruzada.
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com luz UV. Os oligonucleotídeos 5’ act aga gat tcc agc gtc ac 3’ e 5’ gtg gct ata
cag ata cct gg 3’ foram utilizados para amplificar uma seqüência de 685 pb, de
forma a avaliar as plantas de soja quanto à presença do cassete ahas.
As plantas tolerantes ao herbicida apresentaram uma forte expressão de
GUS, enquanto 1.000 plantas sensíveis não revelaram a expressão de GUS,
demonstrando a eficiência do tratamento com herbicida na identificação de
eventos de polinização cruzada. As plantas tolerantes apresentaram a seqüên-
cia de 685 pares de bases presentes no vetor de expressão após análise de
PCR, demonstrando que não ocorreram “escapes” no tratamento com o
herbicida.
A porcentagem de polinização cruzada foi calculada determinando-se o
número de eventos tolerantes ao herbicida em relação ao número total de
plantas em cada linha. Os eventos de polinização em cada linha foram analisa-
dos pela tolerância ao herbicida e presença do gene ahas (Figura 2). O número
de eventos de polinização cruzada nas bordas noroeste, sudeste, nordeste e
sudoeste em linhas não-transgênicas foram 27, 61, 49 e 47, respectivamente.
A diferença no número de eventos nas bordas noroeste e sudeste pode ser
explicada pela densidade e proximidade das linhas da parcela central com
transgênicos. A borda noroeste é próxima das linhas contendo plantas
transgênicas e não-transgênicas na parcela central, orientadas na direção
Figura 2. A) Vista geral do campo experimental no 1; B) Detalhe de linhas com plantas
transgênicas (direita) e não-transgênicas (esquerda) após a aplicação do herbicida;
C) Vista geral do campo no 2; D) Detalhe de uma planta transgênica (F1) resistente a
herbicida, resultante do cruzamento de uma planta transgênica com uma não-transgênica.
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noroeste-sudeste. A borda sudeste é próxima de uma linha transgênica na
parcela central (Figura 1). A maior quantidade de disseminação de pólen
transgênico foi observada na primeira linha, distante 0,5 m da parcela central
(Figura 3). Esta freqüência reduziu-se drasticamente na linha 2, atingindo 0
(sem disseminação) na linha 13 (distante 6,5 m do bloco central) em ambas as
direções. Resultados similares foram encontrados nas bordas noroeste e su-
deste. Uma diferença reduzida no padrão de disseminação de pólen foi obser-
vada entre as bordas sudoeste e nordeste. Resultados de alguns estudos
realizados durante três anos com soja não-transgênica indicaram que a ocor-
rência de polinização cruzada entre distâncias superiores a 4,6 m, é rara
(Caviness, 1966; Ahrent & Caviness, 1994). Boerma & Moradshahi (1975)
constataram que a polinização cruzada atingiu 0% a uma distância de sete
metros.
Na área experimental, a direção do vento foi preferencialmente nordeste e
havia a presença de polinizadores durante o período de florescimento da soja.
Embora as populações de insetos não tenham sido monitoradas, foram obser-
vados insetos como Apis melifera e Trigona spinipes (Apidae). Assumindo
que não houve diferença significativa na polinização cruzada nas direções
nordeste e sudoeste, pode ser sugerido que não houve efeito significativo do
vento na freqüência de polinização. Na parcela central, a freqüência de
polinização foi de 2,1%. A polinização cruzada em soja situa-se em torno de
1% (Sediyama et al., 1970; Vernetti et al., 1972; Poehlman, 1987) e em alguns
casos pode atingir entre 1,6% e 2,5 % (Ahrent & Caviness, 1994). Com base
nas informações obtidas e no fato de a freqüência de polinização cruzada no
interior da parcela central deste experimento ter sido muito elevada pode-se
afirmar que os resultados foram obtidos em condições de alta estringência.
A quantidade de inseticida aplicada durante o período de florescimento foi
menor do que a normalmente aplicada nas condições brasileiras. Este fato
pode ter contribuído no aumento das populações de polinizadores e conse-
qüentemente na freqüência de polinização cruzada.
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Figura 3. Distribuição de eventos de fecundação entre plantas transgênicas da parcela
central e plantas não-transgênicas direcionadas a Nordeste (       ) e Sudoeste (        ).
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Os resultados obtidos poderão contribuir na formação da base dos estu-
dos de fluxo gênico e na acumulação de evidências sobre os impactos poten-
ciais de plantas transgênicas em condições ambientais.
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